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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、実環境中での生プラ分解に関する微生物群の動態解析を目的として、13C でラ
ベル化した生プラを用い解析を行った。13C でラベル化した PHB フィルム（13C -PHB）を灰
色低地土壌に埋設し、7 日ごとにプラスチック表面から DNA を抽出し、13C -DNA のみを選択
的に回収した。これらの DNA を T-RFLP 解析に供し、PHB 分解菌の経時的な微生物群集構造
の変化を調べた。その結果、この DNA は、ほぼ 13C -DNA で構築されていることが明らかと
なった。このことより、PHB フィルム表面に存在する微生物のほとんどが、PHB を資化して
いることが示唆された。13C -DNA を T–RFLP 解析に供した結果、埋設 7 日目から特異的な微
生物叢が確認できた。クローン解析の結果、本土壌では PHB 分解菌は、ほぼ単一の種によっ
て優先されていることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, stable isotope probing of PHB film with 13C in order to explore the PHB 
degraders from different soil samples. The DNA Extracted from 13C labeled PHB film 
was subjected to ultracentrifugation. The resultant DNA was found labeled with 13C. It 
indicates that most of the microbes present on the surface of film might be PHB 
degraders. This 13C DNA was analyzed through 16S rRNA gene based T-RFLP and 
clonal analysis to identify different microbial communities. The results indicated the 
presence of different microbial communities on the surface of PHB films. 
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１．研究開始当初の背景 
一般的に土壌１グラム中には 108の微生物
がいるといわれているが、実は人間の手で培
養可能な微生物は数％に過ぎない。しかしこ
こ数年の分子生物学的手法の発達で、培養不
可能な微生物を含む微生物叢全体の挙動解
析が可能になった。これまでに申請者らはこ
の技術を用いて生分解性プラスチック埋設
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土壌の微生物生態系の解析を試み、以下の成
果を得た。生分解性プラスチックを埋設した
土壌及び埋設したプラスチック表面の微生
物由来の全 DNA を直接抽出し、細菌の分類
の指標である 16S rDNA を PCR によって
特異的に増幅、DGGE(Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis)法にて解析した。その結
果、生分解性プラスチックの表面には埋設数
週間でバイオフィルムの形成が観察された。
また、同一の土壌に埋設したにもかかわらず、
その菌叢は生分解性プラスチックの種類に
よって大きく異なっていた。さらに、いずれ
のプラスチック表面においても、その分解に
伴い、微生物叢が大きく変動していることが
明らかになった。また、この研究成果によっ
て、これまで数多く報告されている、培養法
で得られたいわゆる「分解菌」は、実際の埋
設プラスチック表面にはほとんどいないか、
また存在していたとしても優占種ではない
ことが初めて明らかになった。 
このことから、自然界において実際の分解
に関与しているのは、従来の培養法では取得
できない菌が多いことが予想された。さらに
申請者は、プラスチック表面の微生物の全
DNA からのメタゲノムスクリーニングを試
み結果、これまでに知られていない新規のプ
ラスチック分解酵素遺伝子を実際に取得す
ることに成功している。しかし、この方法で
は、この遺伝子がどのような微生物由来のも
のであるか、また実際に分解に関与している
かどうかは明らかにできないという問題が
あった。 
 
２．研究の目的 
これまでに申請者を含む多くの微生物学
者らによって、生分解性プラスチックを強力
に分解する微生物が培養法によって得られ
ており、それらは廃プラスチックの迅速分解
やモノマーリサイクルへの応用が期待され
ている。しかし、前述の研究成果において、
これまで報告された「分解菌」の多くは自然
界での実際の生分解性プラスチック分解に
は関わっておらず、分解にかかわる微生物は
他に存在する可能性が指摘された。さらに、
メタゲノムスクリーニングの結果から、これ
らの培養困難な分解菌は、これまで知られて
いない新規な分解酵素（遺伝子）を持つ可能
性が示唆されている。 
上記の可能性を検証するには、自然界にお
いて「実際に分解に関与」している微生物が
何であるかを明らかにする必要がある。しか
し、前項で用いた方法ではプラスチック表面
に存在する全微生物の DNA を対象とするた
め、分解に直接関与しない微生物の DNA ま
で対象としてしまうという欠点があった。 
しかし近年、安定同位体を利用することに
よって、土壌から特定の機能を持った微生物
群由来の遺伝子のみを選択的に回収するこ
とが可能になりつつある。安定同位体の微生
物生態学への導入は、2000 年に Murrell ら
が 13C-メタノールを用いて初めて行った 
(Nature,403,646-649)。この手法を用いて土
壌中に 13C ラベルしたプラスチックを埋設
することにより、その表面上でプラスチック
を実際に分解・資化している微生物の菌体構
成成分のすべて（DNA も含まれる）を 13C で
ラベルする。ここから DNA を抽出し、セシ
ウム密度勾配遠心によって 12C と 13C の
DNA を分ける（写真）この手法は RNA に
も適応可能である。ここから 13C ラベルされ
た DNA のみを分析対象とすることにより、
環境中で実際に働くプラスチック分解菌の
みを解析することが出来る。本手法はメタン、
フェノール等でも応用されているが、これを
プラスチック表面の微生物叢解析に応用し
た例は無い。 
 
３．研究の方法 
１）供試土壌 
茨城県坂東市の畑より採取した黒ボク土壌
を用いた。10 ml 容のシリンジの先をガーゼ
で覆い、各供試土壌を充填した。このシリン
ジに蒸留水を 10 ml 流し、蒸留水が自然に流
れきるまで放置した。その後、シリンジごと
重さを測定し、飽和状態まで水を含んだ土壌
の重さを求めた。次に、シリンジを 120℃で
24 時間乾燥させ、再度シリンジの重さを測定
することで、乾土の重さを求めた。これらの
値から、飽和水分含有率および水分含有率を
求めた。 
 
２）PHB フィルムの埋設 
13C-PHB は Alcaligenes eutrophus に、炭
素源として 13C6-glucose を与え生産させたも
のを精製して作成した。PHB 1.5 g を 50 ml
のクロロホルムに湯煎しながら溶解した。次
にガラス製のシャーレに PHB 含有クロロホ
ルム溶液を流し入れ、ドラフト内でクロロホ
ルムを揮発させた。その後、PHB を 0.05 g
（約 25 mm×25 mm）になるよう成形し、
ポリエチレン製のネットに挟み、ヒートシー
ルを行った（写真）。作製したフィルムを 70％
エタノールに浸しながら、両面を 15 分間ず
つ UV 照射し滅菌した。同様にポリエチレン
片（非生分解性）を埋設し、対照とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
供試土壌 900 gを 1 リットル容ポリプロピ
レン容器に入れ、水分含有率が飽和水分含有
率の 50％となるように滅菌水を加えた。そし
て 25℃にて 3日間放置し、微生物叢を安定さ
せた。加工した PHB を埋設し、25℃にて 10
週間放置した。1 週間ごとに PHB を回収し、
表面に付着した土壌を払い落とした後、DNA
抽出を行った。 
回収したサンプルと、土壌サンプルからの
全 DNA の抽出には、FastDNA® SPIN Kit for 
Soil（MP Biomedicals）を用いた。方法は付
属のプロトコルに準拠した。抽出した DNAの
測定は、Qubit™ fluorometer（invitrogen）
を用いた。また、Lysing Matrix E tube 内に
残った DNA 抽出後の PHB は、PHB 残存量の測
定に用いた。12Cおよび 13C-PHB表面より抽出
した DNA の分離は、塩化セシウム密度勾配遠
心にて行った。 
 
３）PHB残存量の測定 
 DNA 抽出後の Lysing Matrix E tube にクロ
ロホルムを 1 ml 加え、1 分間激しく撹拌し、
上清を回収した。同様の操作を再度行い、PHB
含有クロロホルムを 2 ml 回収した。次に、
ねじ口試験管に回収した PHB含有クロロホル
ム 0.4 ml、クロロホルム 1.1 ml、1%安息香
酸含有クロロホルム 0.5 ml、5%塩化水素メタ
ノール溶液 2 ml を加え、メチルエステル化
を行った。反応は 100℃で 4 時間行った。反
応後、室温まで冷却し、超純水を 1 ml 加え
て 10 分間激しく撹拌した。サンプルをしば
らく放置し、有機層と水層に分離した後、有
機層のみを回収した。この有機層を GC-MS に
供した。なお、測定は、PHB の加水分解、メ
チル化で生じる 3-ヒドロキシ酪酸メチルに
由来する分子量 74.0 のピークをモニタリン
グした。 
 
４）Real-time PCR 
抽出した DNAを鋳型として、16S rRNA 遺伝
子をターゲットとした Real-time PCR を行い、
最適サイクル数を決定した。プライマーには
真正細菌の 16S rRNA 遺伝子をターゲットと
したプライマー（10F）の 5‘末端に Cを付加
し、BODIPY® 修飾を施した蛍光プライマー
Q-10F および 907Rを用いた。BODIPY® 修飾プ
ライマーの作製は日鉄環境エンジニアリン
グ株式会社（旧株式会社 J-Bio21）に依頼し
た。サンプルおよび外部標準 DNAを PCRに供
し、タイムコースをリアルタイムで測定した。
最適サイクル数は、PCR バイアスがかからな
い指数関数的増幅期において検量線を作成
し、蛍光消光率を求め決定した。。 
 
５）T-RFLP解析 
得られた PCR 産物に HhaⅠを用いて制限酵
素処理を行った。制限酵素処理後の PCR産物
2 µl、Hi-Di formamide15 µl、スタンダード
サイズマーカー（ GeneScan-500 Liz size 
standard,Applied Biosystems）0.1 µl を混
合し、95℃で 2分間熱処理を行った。熱処理
後、氷冷し、ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
に供した。データの解析には、ソフトウェア
GeneMapper（Applied Biosystems）を用いた。 
 
５）クローン解析 
得られた PCR 産物を pGEM-T Easy cloning 
vector（Promega）に挿入し、これを E.coli 
DH10B へ導入した。形質転換後、LB（Ap, IPTG, 
X-gal）平板培地上に塗布し、取得したコロ
ニーをコロニーダイレクト PCRに供した。得
られた PCR産物の塩基配列解析を行った。得
られた塩基配列は、 FastgroupⅡおよび
Ribosomal Database Project 、BLAST に供
し、塩基配列に由来する細菌および真菌を門
または綱、種レベルで同定した。 
 
４．研究成果 
１）PHB残存量の経時変化 
PHBおよび PEの残存量の経時変化を下図に示
す。土壌に埋設した 13C-PHBおよび 12C-PHBは、
時間経過とともに分解されることが確認さ
れた。また、13C-PHBよりも 12C-PHB の方が若
干早く分解された。対照として用いたポリエ
チレン（PE）の分解は確認されなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PHB残存量の経時変化 
●13C-PHB ◆12C-PHB ▲PE 
 
２）塩化セシウム密度勾配遠心による DNA の
分布 
 各塩化セシウム濃度の 12C-PHB および
13C-PHB 由来 DNAの分布を次図に示す。13C-PHB
由来 DNAのピークは、全ての週において、1.73
から 1.75 g/ml に確認された。また、12C-PHB
由来 DNA のピークは、1.70 g/ml に確認され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
13C-PHB 6week 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12C-PHB 6week 
 
13C-DNA 中に 12C-DNA が存在する場合、塩化
セシウム中の DNA 分布において、ピークが 2
つ検出されると考えられる。しかし、全ての
週における 13C-DNA の塩化セシウム中の DNA
分布は、ピークが 1 つしか確認されなかった
ため、13C-PHB 表面由来の DNA は、12C-DNA を
ほとんど含んでいないと考えられる。したが
って、PHB 表面に存在するほとんどの微生物
が、PHB の分解・資化に関与していることが
示唆された。 
 
３）T-RFLP解析 
細菌の T-RFLPプロファイルを次図に示す。
土壌サンプルにおける経時変化は確認され
なかった。13C-PHB 表面の T-RFLP プロファイ
ルにおいて 201 bp に大きなピークが確認さ
れた。また、2 週目から 6 週目にかけて微生
物群集構造の変化は確認されなかった。PEの
T-RFLP プロファイルにおいて、201 bp およ
び 434 bp のピークの増加が確認された。そ
の他のピークは、ピーク面積がわずかではあ
るが土壌サンプルと同様の傾向を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４） クローン解析結果 
 細菌のクローン解析結果を、次図に示す。
土壌サンプル 2 週目において、全 92 クロー
ン の う ち 、 Proteobacteria 門 が 33% 、
Firmicutes 門が 11%、Actinobacteria 門が
14％の割合を示した。PHB 表面上 2 週目にお
いて、全 94 クローンのうち Proteobacteria
門 が 87% 、 Bacteroidetes 門 が 3% 、
Actinobacteria 門が 9％となった。PHB 表面
上 6週目において、Proteobacteria門が 96%、
Actinobacteria 門が 4％となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
土壌 2week 
 
 
 
 
6week 
13C-PHB 2week 
 
 
 
 
6week 
PE 2week 
 
 
 
 
6week 
本研究では、13C-PHB を用いて PHB 表面の微
生物群集構造解析を行い、その構造を明らか
にすることと、取得したメタゲノムを用いて
有用遺伝子の探索・機能解析を行うことを目
的とした。 
 その結果、PHB 表面の細菌の群集構造は、
PHB 埋設後早期に形成され、PHB 分解後期ま
で持続することが明らかとなった。また、
13C-PHB 表面から抽出したメタゲノムを用い
て、T-RFLPによる微生物群集構造の解析を行
った結果、PHB 埋設後のすべての期間におい
て、13C-PHB 表面より抽出した DNA はすべて
13C-DNA に置換されていることが示唆された。
よって、PHB 表面に存在する微生物は、PHB
の分解段階に関わらず、PHB の分解・資化に
関与していると考えられた。PHB 表面の細菌
の群集構造は、PHB 埋設 1 週目から形成され
持続することから、特定の微生物が PHBの分
解・資化に関与することが明らかとなった。 
これまでに、SIP を用いた実環境中におけ
る生分解性プラスチック表面上の微生物群
集構造の解析に関する報告はないため、本研
究が初の報告と言える。今後は、RNA を用い
た解析、また生分解性プラスチック表面に形
成されると考えられるバイオフィルムの解
析を行うことで、生分解性プラスチックの分
解性制御や微生物からの生分解性プラスチ
ック開発へのアプローチに貢献できると考
える。 
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